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Estudios  previos  demuestran  que  el  virus  IPN  es  capaz  de  establecer  una  infección 





contacto  para  estudiar  su  interacción  y  examinar  la  respuesta  a  la  superinfección  por  VHSV. 
Mediante el primer sistema basado en rejillas de plástico, hemos observado que células EPC que han 
sido  expuestas  a  estos  efectores  presentan  una  protección  contra  VHSV.  Hemos  desarrollado  un 
segundo sistema de co‐cultivo denominado Transwell® dónde  las células efectoras están separadas 
de las células diana por una membrana porosa. Utilizando el co‐cultivo en Transwell® hemos llegado 
a  resultados  similares  al  anterior.  Además,  medidas  de  RT‐PCR  cuantitativa  de  la  expresión  de 
interferón  (ifn)  y  del  gen mx  en  las  células  efectoras  y  dianas  sugieren  una  correlación  entre  el 
incremento de la respuesta celular inmune innata y la inducción de un estado antiviral.  
Abstract	
Previous studies showed the IPN virus  is able to establish a persistent  infection both  in vivo 
and  in  vitro  in  EPC  cultures.  IPNV‐persistently‐infected  fathead  minnow  EPC  cultures  (EPCIPNV) 
showed resistance to superinfection with viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV). In this study we 
analyze in detail the induction of the antiviral state with the use of two co‐culture systems where the 






















































El pescado  sigue  siendo uno de  los productos alimenticios básicos más comercializados en 
todo  el  mundo.  La  producción  piscícola  mundial  ha  crecido  enormemente  en  las  últimas  cinco 
décadas equiparándose a la pesca de captura. Prueba de ello es que la contribución de la acuicultura 
a  la producción mundial  total de pescado en 2013  llegó a ser del 42,2%,  frente al 25,7% en 2000.  
Según la FAO, la producción acuícola mundial de peces comestibles fue en 2013 de 70,5 millones de 
toneladas aumentando un 5,8% la producción en 2012.  
A pesar de estos datos y de que  la  industria de  la acuicultura siga creciendo año  tras año, 
esta  ha  de  enfrentarse  a  un  problema  de  índole  como  son  las  enfermedades  de  origen  vírico  y 





ejemplo cabe destacar  la enfermedad  infecciosa  llamada necrosis nerviosa viral que es causada por 
un virus de la familia Nodaviridae. Esta es la enfermedad más grave que afecta a la lubina cultivada 
en jaulas en España. 
Con  los  ejemplos  anteriores  se  deduce  por  tanto  que  las  enfermedades  víricas son  una 
importante amenaza para la acuicultura y de ahí nace el esfuerzo de profundizar en el conocimiento 




Generalmente  tras  la  infección  viral  la  enfermedad  se  propaga  con  rapidez  entre  los 
individuos causando una mortalidad en  la población. Sin embargo algunos consiguen sobrevivir a  la 
infección  convirtiéndose  en  portadores  del  virus.  Estos  individuos  pueden  producir  virus,  y  son 
capaces de sobrevivir un largo periodo de tiempo así como infectar a otros peces (Bootland, L. M. et 
al.,  1991; Goodwin, A.  E.  et  al.,  2012).  Los peces persistentemente  infectados por  el  virus  suelen 
presentar  resistencia  a  una  reinfección  con  él,  y  más  raramente  con  otros  virus  distintos.  Este 
sistema puede ser replicado en células en cultivo en el  laboratorio mediante el establecimiento de 
una  infección  persistente  (Ballesteros,  N  et  al.,  2015;  Rodriguez  Saint‐Jean,  S.  et  al.,  2010).  Este 











destacan  IPNV y VHSV. El primero de ellos es el virus de  la necrosis pancreática  infectiva (IPNV por 
sus siglas en inglés) y se trata del organismo modelo del género de los aquabirvarus. Es causante de 
una  grave  enfermedad  que  afecta  a  salmones  por  todo  el  mundo.  Miembros  de  la  familia 
Birnaviridae poseen un genoma bisegmentado, ARN doble cadena. IPNV es capaz de replicarse en un 
amplio rango de especies de peces además de salmónidos (Martin Armas, M., et al., 2007). En cultivo 
celular  es  capaz  de  producir  una  infección  lítica  con  un  claro  efecto  citopático  en muchas  líneas 
celulares de trucha, salmón y perca sol (Julin, K. et al., 2014). Entre las líneas celulares en las que es 
capaz  de  producir  una  infección  persistente  están  las  EPC  (cipriniformes).  El  cultivo  de  EPCIPNV 
muestra  resistencia de las células a otro virus, VHSV (García et al., 2011). El VHSV es causante de la 
septicemia hemorrágica  viral, una enfermedad  sistemática  grave de  los peces que afecta a por  lo 









inglés  pattern  recognition  receptors)  que  reconocen  patrones moleculares  asociados  a  patógenos 













1 (RLP) y desencadena a través de  la vía JAK‐STAT  la transcripción de muchos genes, algunos de  los 
cuales codifican proteínas antivirales como es el caso de mx. Los efectos antivirales de esta proteína 
están demostrados  (Fernandez‐Trujillo, M. A.  et  al., 2013; Chen, Y.‐M. et  al., 2008)  aunque no  se 
conoce  con  exactitud  su  sistema  de  acción.  Algunos  autores  apuntan  a  que Mx  interfiere  en  la 






Entre  todas  las  especies  de  interés  en  las  que  se  puede  estudiar  estos  fenómenos  de 
respuesta  antiviral  y  de  interferencia  viral  destaca  la  línea  celular  EPC  (epithelioma  papulosum 
cyprini) procedente de  la especie de carpa Fathead minnow  (Figura 2)  (Purcell, M. K. et al., 2012). 









































et  al.  2013)  se  logró  crear  una  línea  de  EPC  infectada  persistentemente  con  IPNV  que mostraba 
resistencia a un virus diferente (VHSV), y que secretaba factores antivirales al medio de cultivo. En el 





nos permite  investigar  la  interferencia de IPNV (Birnavirus) a  la  infección con virus no relacionados. 
La  clave de esta  investigación  fue descubrir que  las EPCIPNV mostraban una  resistencia mayor  a  la 
superinfección con virus heterólogos. Se encontraron niveles significativamente más altos de Mx en 
ECPIPNV que en  las EPC originales,  lo que era un  indicador de  la producción de  interferón (de tipo I), 
responsable  de  restringir  la  propagación  de  virus  y  de mantener  un  porcentaje  bajo  de  células 
infectadas  persistentemente  con  IPNV.  Evidencias  experimentales  soportan  que  el  gen  IFN  tipo  I 
induce  un  estado  antiviral  en  las  células,  lo  que  resulta  en  una  inhibición  de  la  replicación  de 
aquabirnavirus (García‐Rosado et al., 2008; Larsen, R. et al., 2004). 
La  investigación anterior dejaba un  tema de estudio abierto acerca de  la  interferencia que 
causa IPNV cuando persiste en  las células a  la  infección con otro virus, por  lo que se  llevó a cabo, a 
continuación, otro estudio en el cuál el objetivo era determinar  la actividad antiviral del cultivo de 
EPCIPNV frente a la infección con un rhabdovirus como es el VHSV (Jurado MT. et al. 2013). Por un lado 
se  llegó  a  la  conclusión  de  que  las  EPC  al  ser  persistentemente  infectadas  con  IPNV  adquirían 







Los  resultados previos  indicaban que  la  línea de EPC  infectada persistentemente  con  IPNV 
era capaz de resistir a la infección con VHSV y además liberar factores solubles al medio que inducían 







Ambos   nos permitirían estudiar  la  interacción entre dos poblaciones  celulares. Con  todo ello,  los 
objetivos propuestos para el presenta trabajo son los siguientes: 
1. Establecer y evaluar  la eficacia de un sistema de co‐cultivo mediante el sistema de 




3. Ser  capaces de  cuantificar  los niveles de expresión de genes de  respuesta  inmune 
innata (mx e ifn), tanto en células diana como en células efectoras. 
4. Comparar  la utilidad de  rejillas y Transwell® con un método de co‐cultivo en gotas 
previamente puesto a punto en el laboratorio. 






















1640  Dutch  con  20mM  HEPES  (290  mOsm/Kg)  (Gibco  BRL‐Invitrogen,  Barcelona,  España), 
suplementado con un 2% o 10% de suero fetal bovino (SFB, Linus‐Cultek, Madrid), 1mM de piruvato 
sódico  (Gibco BRL), 2mM de glutamina  (Gibco BRL)  y antibióticos  (50 µg/ml de gentamicina  y 1,2 





La  línea  celular  EPC  (Epitelioma  Populosum  Cyprini)  comprada de  la  colección  europea de 
cultivos  celulares  (identificación  ECACC  nᵒ  93120820)  actualmente  se  cree  que  fue  originada  de 
Pimephales promelas de  la  familia de  los ciprínidos, Cyprinidae  (Winton,  J. R. et al., 2010). La  línea 
celular EPC  fue mantenida a 25  ᵒC en  frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie  (~ 7,5 millones de 
células EPC) en una atmósfera con 5% de CO2 y en medio RPMI‐1640 Dutch. Para subcultivarlas, se 
utilizó una solución de 0,05% de tripsina‐EDTA (Sigma‐Aldrich) con el fin de despegarlas de los frascos 























































Para  su  realización  se  cultivaron  células en placas de 24 pocillos  y  se extrajo el ARN  total 
utilizando el kit ‘’Total RNA Isolation System’’ (Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el 




ARN  se  incubó  con  0,5  µL  de  randon  hexamers  (50µM)  (Roche)  y  1  µl  de  una  mezcla  de 
desoxinucleótidos trifosforilados (dNTPs) por cada 13µl de volumen total durante 5 min a 65 ᵒC. Tras 
esta  incubación  se  ponen  las muestras  1 minuto  al  hielo  y  posteriormente  se  añadieron  4µl  de 
tampón de reacción first strand buffer (250 mM TrisHCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 2 µl DTT 






















Las  reacciones  se  llevaron a  cabo para  cada muestra por  triplicado en un volumen  final de 20 µl, 
incluyendo  los  cebadores  requeridos  a  una  concentración  de  750  nM  cada  uno,  2  µl  de  cDNA 
procedente de la RT realizada con anterioridad y 10 µL de SYBR® Universal PCR Master mix (Applied 
Biosystems), que contiene SYBR® Green I Dye, polimerasa de ADN AmpliTaq Gold®, dNTPs con dUTP y 



































adjunta  (figura  4)  podemos  observar  en  que  se  basa  este  sistema  de  rejilla  con  tres  cámaras 
rectangulares utilizado. Este método de cultivo consiste en crecer en el primer compartimento  las 
células  diana  mientras  que  separadamente  en  el  tercer  compartimento  se  crecen  las  células 








se mantienen  a  20  ‐  21  ºC.  Esta  temperatura  que  no  es  óptima  ni  para  el  virus  IPNV  ni  para  las 
células,  permitiendo  así  que  el  virus  permanezca  en  el  cultivo  sin  causar  daños.  Tras  estar  en 
contacto durante un día se produce la infección con el virus VHSV a una multiplicidad de infección de 
0,01 virus por célula durante 7‐8 días. Este método además permite que se puedan crecer dos líneas 














Además,  para  observar  con  más  detalle  el  efecto  citopático  causado  en  las  células  se 










Figura  5.  Co‐cultivo  en  rejilla.  Resistencia  a  la  infección  con VHSV  de  células  EPC  con  diferentes 
efectores  (EPC, EPC + poli  I:C y EPCIPNV).  (A) Células EPC  (como diana y efectoras)  sin  infectar.  (B) 
Células EPC infectadas. (C) Células EPC y EPCIPNV cultivadas separadamente. (D) Células EPC (diana) y 
EPC tratadas con poli I:C 20µg/ml  (efectoras). (E) Células EPC como diana y EPCIPNV como efectoras y 
posteriormente  infectadas. Todas  las  células excepto  las de  la  imagen C  se pusieron en  contacto 






teñidas  con  cristal  violeta.  (A) Microfotografía de  células  EPC  crecida  separadamente.  (B) Células 












Con  el  objetivo  de  corroborar  los  resultados  anteriores  se  llevó  a  cabo  un  segundo 




pero  separadas  por  la  rejilla  durante  todo  el  experimento  (también  durante  la  infección).  Los 








con VHSV.  (A) Células  EPC  en  co‐cultivo  con  células  EPC  tratadas  con poli  I:C.  (B) Células  EPC  en       
co‐cultivo  con  células  EPC
IPNV
.  Las  células  se  pusieron  en  contacto  durante  24h  y  todas 




































El  segundo  sistema utilizado  fue el basado en Transwell®. Este  sistema  representado en  la 
imagen  (figura 8)  consta de una placa  con  cestillos  colocados  sobre  los pocillos. En  los pocillos  se 









EPCIPNV).  El  objetivo  era  determinar  si  efectivamente  las  células  EPCIPNV  (células  efectoras)  eran 
capaces de secretar factores antivirales que atravesaran la membrana porosa del cestillo y llegaran a 
las células EPC (células diana) provocando su resistencia a VHSV. Para ello se cultivaron células EPC 
(infectadas y no  infectadas), células EPCIPNV  (infectadas y no  infectadas) y células EPC en co‐cultivo 
con  EPCIPNV  (infectadas).  Los  resultados  se muestran  en  la  figura 9.  Se observó que,  como  era de 
esperar, las EPC fueron susceptibles a la infección por VHSV (figura 9B), mientras que las EPCIPNV eran 
resistentes  (figura  9D).  En  el  caso  de  las  EPC  expuestas  a  las  EPCIPNV,  se  indujo  un  estado  de 









violeta.  (A) Microfotografía  de  células  EPC.  (B)  Células  EPCIPNV  infectadas  con  VHSV.  (C)  Células 
EPCIPNV.  (D)  Células  EPCIPNV  infectadas  con  VHSV.  (E)  Células  EPC  en  el  pocillo  co‐cultivadas  con 
EPCIPNV  en el cestillo durante 24 horas e infectadas con VHSV durante 8 días.  
 











EPC  tratadas  con  poli  I:C,  sufrían  un  menor  efecto  citopático  (figura  10).  También  resistían  la 



























tratadas con ~100 partículas de virus  IPNV. Esto permite descartar que sean  las partículas de  IPNV 







































expresa  el  gen  en  relación  a  EPC  control  (sin  infectar).  Las  barras  de  error  corresponden  a  la 
desviación estándar de dos experimentos independientes. 
 
4.3.5.   Variación  en  los  niveles  de  expresión  de  Mx  e  IFN  en  células  EPC  co‐
cultivadas con diferentes efectores 
A continuación el objetivo fue comprobar si realmente las células efectoras eran capaces de 
inducir  la respuesta  inmune  innata de  las células diana midiendo en estas  la expresión de  los genes 
mx e ifn tras la exposición a las células efectoras. También se realizaron medidas de la expresión de 
los genes en  las células efectoras de  los cestillos. Los resultados muestran por una parte que en  las 
células EPCIPNV que están en el cestillo hay una expresión tanto de mx como de  ifn. Sin embargo en 
las EPCPOLI  I:C del  cestillo  si hay expresión de mx pero no de  ifn. Por otra parte  se observa que  el 
tratamiento con medio condicionado induce la expresión de ambos genes en células EPC. Por último, 
viendo los resultados se concluye que el co‐cultivo de células EPC con EPCIPNV y con EPCpoli I:C induce la 
expresión  de  los  genes  mx  e  ifn  (ver  figura  12).  Por  tanto,  se  podría  afirmar  que  los  factores 













































































Fig  12.  Expresión, medida mediante RT‐qPCR,  de  los  genes  ifn  y mx  en  células  EPC  tratadas  con 
medio condicionado de EPCIPNV, [EPCIPNV] del cestillo, EPC en co‐cultivo con [EPC], EPC en co‐cultivo 






mismo  en  células que pertenecían  al mismo orden de peces pero  eran de distinta  especie. Al no 
disponer de otra  línea celular de cipriniforme que enfrentar a  las EPC, se utilizaron  las células BF2 
(Lepomis macrochirus) y SAF (Sparus aurata fibroblast) ambas especies del orden Perciformes (pero 
distinta  especie).  Para  realizar  este  experimento  se  cultivaron  células  SAF  y  SAFIPNV  controles  sin 
infectar e infectadas. Por otro lado se llevaron a cabo una serie de combinaciones. Manteniendo las 
SAF  como  células  diana,  se  utilizaron  como  efectores  SAFIPNV,  SAF  y  BF2IPNV.  Los  resultados  se 
muestran en la figura 13A. Las SAF co‐cultivadas con SAFIPNV y BF2IPNV presentan resistencia parcial a 
VHSV  a diferencia de  las  SAF  control  infectadas  y  las  SAF  co‐cultivadas  con  SAF. Una  vez más, es 
necesaria la presencia de IPNV en las células efectoras para observar algún efecto protector. 
A  continuación  para  determinar  la  supervivencia  celular  se midió  la  densidad  óptica.  Los 
datos se muestran en  la figura 13B. Las células que no fueron  infectadas  lógicamente presentan  los 
valores  de  absorbancia  más  altos,  lo  que  indica  mayor  supervivencia.  En  cuanto  a  las  células 
infectadas con VHSV,  las células SAF en co‐cultivo con SAF presentaban  los valores de absorbancia 
más bajos,  lo que  indica muerte  celular, y por el  contrario  las SAF en  co‐cultivo  tanto  con SAFIPNV 







































descrito  que  IPNV  es  capaz  de  establecer  una  infección  persistente  en  algunas  especies  de  pez 
(Munro, E. S. et al., 2006; Polinski, M. P. et al., 2010). En estos casos una infección persistente supone 




A  partir  de  esta  investigación  y  con  la  pregunta  abierta  de  cómo  estas  células  llamadas 
EPCIPNV eran capaces de resistir a virus homólogos así como a virus heterólogos se propuso analizar y 
determinar en detalle el efecto antiviral  inducido por  las EPC portadoras de IPNV (Jurado MT et al., 
2013).  Se  tomó  sobrenadante  de  las  EPCIPNV  y  se  cultivaron  células  EPC  con  este medio  (medio 
condicionado  EPCIPNV).  Los  resultados  indicaron  que  las  EPC  cultivadas  con  este medio  de  cultivo 




contrario de otros genes como  IL‐1,  IL‐3,  IL‐10 (García,  I. et al., 2011). Además según  los resultados 
experimentales  el  causante  de  la  activación  de  la  expresión  del  gen  mx  podría  ser  ifn,  lo  que 
concuerda con otros artículos que establecen que mx es un gen inducible por ifn (DeWitte‐Orr, S. et 
al. 2007; Chen, Y.‐M. et al., 2014). 




a mezclarse entre ellas,  lo que nos permite estudiar  la  secreción de  factores antivirales  (citocinas, 
interferón) al medio, y observar el efecto que tienen en las células diana: en primer lugar, evaluando 


















genes  implicados  en  la  respuesta  inmune,  ya  que  las  dos  ‘’gotas’’  de  células  no  están  separadas 
físicamente. 




diana  no  infectadas  a  VHSV  cuando  se  co‐cultivan  compartiendo  el  mismo  medio  con  células 
efectoras EPCIPNV o EPC + Poli I:C. Se pudo comprobar por un lado, que efectivamente, como ya otros 
autores había afirmado que las EPCIPNV (células efectoras) secretan factores que provocan resistencia 
de  las células EPC (células diana) a  la  infección con VHSV, al menos parcialmente (Jurado MT et al., 








dando un  rendimiento aceptable. A pesar de  solucionar uno de  los problemas que presentaban el 
sistema de co‐cultivo en gotas, de nuevo seguían existiendo algunos  inconvenientes. El primero, el 
problema del gran consumo de medio de cultivo para el crecimiento y mantenimiento de las células, 











artículos  (Chen, Q. Y. et al., 2010)  tenía como objetivo determinar  si   un activador de  los  factores 
reguladores de interferón dependiente de ADN (DAI) inhiben la replicación del virus de la hepatitis B 









insertando  el  cestillo  (efectoras)  en  el  pocillo  donde  hemos  cultivado  las  células  diana 
permitiéndonos estudiar  la  resistencia viral de  las  células diana a VHSV  cuando  se  co‐cultivan  con 
células  EPCIPNV  y  EPC  tratadas  con  poli  I:C.  Con  los  resultados  podemos  afirmar  que  los  factores 
solubles  antivirales  que  secretan  las  células  efectoras  son  capaces  de  atravesar  el  poro  de  la 





fácilmente  la posible  inducción de genes  implicados en  la  respuesta antiviral especialmente en  las 
células diana. En varios artículos (Yi‐Bing Zhang, Jian‐Fang Gui., 2012) se asume que la expresión de 
Mx está  regulada por  la acción de  IFN que  se expresa  sólo ante  la detección de un patógeno. Sin 
embargo esta afirmación no ha sido comprobada y aún no se sabe con certeza que sea así en otros 
casos. En este estudio a través del sistema Transwell® se midió la expresión tanto de mx como de ifn 











inducir  un  estado  antiviral  en  las  células  EPC  diana,  confirmando  lo  que  otros  autores  había 
comprobado  (Chang, M.‐X.  et  al.,  2013;  Tafalla,  C.  et  al.,  2007;  Vo,  N.  T.  K.  et  al.,2015).  Por  el 
contrario,  los resultados que obtenemos de  la expresión de genes de mx e  ifn en EPC en co‐cultivo 
(células diana) con EPC tratadas con poli I:C y EPC con MC (medio condicionado) parecen indicar que 
la expresión de Mx podría no ser completamente dependiente de IFN ya que en estas EPC que han 
recibido  los  factores  antivirales  de  las  células  efectoras  se  inducen  los  genes  del  sistema  inmune 
observando  una  expresión  elevada  de mx  pero  no  de  ifn  (especialmente  en  el  caso  de  las  EPC 
tratadas  con poli  I:C). Este es un  resultado que deberá  ser  corroborado en  futuros experimentos, 
aunque  es  perfectamente  posible  que  existan  rutas  alternativas  de  señalización  intracelular  que 
activan  su  expresión  en  ausencia  de  IFN  (Kileng,  O.  et  al.,  2007).  Lo  que  sí  se  puede  concluir 
claramente  es que  la  expresión de  interferón  (ifn)  y del  gen mx  en  las  células  efectoras  y dianas 
sugiere una correlación entre el incremento de la respuesta inmune innata celular y la inducción de 
un estado antiviral. Respecto a las células EPC en co‐cultivo con EPCIPNV también se observa expresión 
de  ifn  y mx  pero menor  que  cuando  se  co‐cultivan  con  EPCpoli  I:C  lo  que  se  correlaciona  con  una 
resistencia parcial, aunque  tampoco descartamos el hecho de que el  soporte poroso  sobre el que 
están las EPCIPNV del cestillo no sea el óptimo para el mantenimiento y la producción por tanto de los 
factores antivirales.  




creciendo  las EPCIPNV durante ≥ 5 días, por  lo que  los factores secretados al medio pueden alcanzar 
mayor concentración que  los que secretan las EPCIPNV mantenidas durante un solo día en el cestillo. 
Por último cabe realizar una observación: mientras que el gen mx se induce del orden de 100 veces, 
es  frecuente  que  el  gen  de  ifn  se  induzca  sólo  del  orden  de  5  veces,  con  lo  que  resulta  más 
complicado extraer conclusiones definitivas. Esta baja  inducción de  ifn ya ha sido descrita por otros 
autores anteriormente (Skjesol, A. et al., 2011; Kileng, O. et al., 2007). 
En  cuanto  a  los  inconvenientes  que  presenta  el  sistema  Transwell®  destacan  el  coste  del 








Hasta ahora,  los estudios se habían  realizado siendo células efectoras y diana de  la misma 
especie  (EPC,  Pimephales  promelas).  Quisimos  comprobar  si  también  sucedía  entre  células  de 
distinta especie de pez, pero relacionadas. Al no tener establecida otra  línea celular procedente de 
un pez de  cipriniforme persistentemente  infectada  con  IPNV no utilizamos  la  línea  celular EPC.  Sí 
habíamos  podido  establecer  en  el  laboratorio  dos  cultivos  portadores  de  IPNV  de  dos  especies 
perciformes, SAF (Sparus aurata)  y BF‐2 (Lepomis machochirus). Lo que pudimos comprobar es que 
efectivamente las células SAF presentaban un menor daño citopático a la infección con VHSV que las 
control,  cuando  fueron  co‐cultivadas  tanto  con SAFIPNV  (esperado)  como  con BF2IPNV  lo que parece 
indicar por tanto que  los  factores antivirales por una  línea celular es capaz de provocar resistencia 
viral  a  una  línea  celular  de  una  especie  relacionada  que  pertenece  al  mismo  orden.  Habiendo 





















Las  conclusiones  que  se  pueden  obtener  de  los  sistemas  co‐cultivo  empleados  en  este 
trabajo son las siguientes: 








3) Las células persistentemente  infectadas con IPNV  inducen un estado antiviral en células 
de la misma especie, o de otra relacionada. 
4) La  inducción  del  estado  antiviral  está  mediada  por  la  potenciación  de  la  respuesta 
inmune innata en las células diana, a través de factores solubles, y parece estar ligada a 
la sobreexpresión de mx en las células efectoras. 
Una  vez  sacadas  las  conclusiones  se  pueden  plantear  futuros  pasos  a  realizar.  Estos  se 
desarrollan a continuación: 
a) Verificar  la  reproducibilidad  y  fiabilidad  de  los  resultados  de  los  experimentos 
repitiéndolos y utilizando más rejillas y Transwell®. 
b) Resolver algunas discrepancias encontradas en  las que  se observa  inducción de mx  sin 
inducción previa de  ifn, mejorando  la cuantificación mediante el uso de oligo dT’s en  la 
RT. 












Parte de  los  resultados  incluidos en esta memoria  serán presentados en el Congreso 17th 
Interantional Conference on Disease of Fish and Shellfish a celebrar en las Palmas en la comunicación: 
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